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@ Psoralen-Reagens. 



® Eine wassrige, sterile Psoralen-Reagenzlosung zur extrakorporalen Behandlung von Blut bei UV-A-Photothe- 
rapie enthalt ein Psoralen, Aethylalkohol, Propylenglykol und gegebenenfalls ein Puffersystem. 
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Psoralen-Reagens 



Psoralen ist ein linearer Dreiring-Heterocycius mit der allgemeinen Struktur 
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to Es ist ein bifunktionelles photoreaktives Molekul, das mit Nukleinsauren in Gegenwart von langwelligem 
ultraviolettem Licht kovalente Bindungen eingeht. Die Fahigkeit des Psoralens, mit DNA zu reagieren, hat 
ihm klinische Bedeutung bei der Behandlung verschiedener Hautkrankheiten verliehen, und seine Fahigkeit, 
Quervernetzungen zwischen den Strangen doppelstrangiger DNA herzustellen hat es zu einem wertvollen 
Mittel bei der Untersuchung von Struktur und Funktion von Nukleinsauren werden lassen. 

is Seit mehr als 10 jahren sind Psoriasis-Patienten mit oral verabreichtem Psoralen behandelt und 
anschliessend mit langwelligem UV-A-Licht (PUVA) behandelt worden. Gegenwartig ist das einzige, kom- 
merziell verfugbare Psoralen fur orale Verabreichung 8-Methoxy psoralen (8-MOP). Da Psoralene lipophile, 
in Wasser schwer losliche Verbindungen sind, besteht ein gelaufiges orales Praparat aus 8-MOP, das mit 
Polyathylenglykolen vermischt, in einer Weichgelatinekapsel enthaiten ist. Die orale Resorption von 8-MOP 

20 aus dieser Dosierungsform ist individuell betrachtlich verschieden, so konnen Spitzenwerte von Serumpso- 
ralen bereits 1 Stunde oder erst 4 Stunden nach Verabreichung der Kapsel eintreten. Die UV-A-Bestrahlung 
des Patienten erfolgt etwa 2 Stunden nach oraler Verabreichung der Dosierungsform. Da die orale 
Resorption von 8-MOP aus der Kapsel variabe! ist, ist es moglich, dass 2 Stunden nach der Dosierung die 
Serumspiegel von 8-MOP nicht optimal sind. Da die 8-MOP-Serumspiege! und die Photosensitivitat in 

25 direkter Korrelation stehen, konnen suboptimale 8-MOP-Serumspiegel ein Faktor fur ein unzureichendes 
Ansprechen auf PUVA-Therapie sein. 

Es sind auch andere Verabreichungsweisen fur 8-MOP verwendet worden. In den Vereinigten Staaten 
ist 8-MOP als topische Lotion erhaltiich. In Europa ist 8-MOP topisch mittels Badern angewandt worden. 
PUVA-Bader sind wirksam, aber unbequem, und die topische Resorption von 8-MOP ist unterschiedlich, 

30 was dazufuhrt, dass die phototoxische Reaktion nicht vorausgesagt werden kann. PUVA-Bader haben daher 
keine weite Verbreitung gefunden. 

Serumspiegel und Photosensitivitat sind mit rektal verabreichtem 8-MOP besser voraussehbar und die 
Behandlung spricht therapeutisch gut an. Jedoch hat die Unbequemlichkeit der rektalen Verabreichung 
wahrscheinlich dazu gefuhrt, dass sie keine weit verbreitete Popularitat erlangt hat. 

35 Andere orale Dosierungsformen sind Losungen, in denen Psoralen in Alkoholen und/oder Polyathyleng- 
lykolen gelost sind Oder als OeMn-Wasser-Emulsionen vorliegen, Oder sie stellen halb-feste Kapselformulie- 
rungen dar. in denen die mittlere Kristallgrosse der Psoralene stark reduziert ist. Diese Dosierungsformen 
haben die PUVA-Therapie verbessert, aber die Unvorhersehbarkeit der oralen Verabreichung von Psorale- 
nen bedingt immer noch ein ungleichmassiges therapeutisches Ansprechen auf Photophorese-Therapie. 

40 Es besteht daher ein Bedurfnis fur eine Psoralen-Dosierungsform, die gleichmassige Resultate liefert, 
wenn Psoralene in Verbindung mit UV-A-Phototherapie angewandt werden, urn Krankheiten zu heilen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Psoralen-Reagens, enthaltend eine sterile, wassrige Losung einer 
kleinen wirksamen Menge an Psoralen, die zur Erreichung therapeutischer Blutspiegel ausreicht, Aethylalko- 
hol, Propylenglykol und, gewunschtenfalls, ein Puffersystem. 

45 Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin ein solches Reagens, das in einem braunen Glasbehalter 
aufbewahrt wird, der mit einem Gummistopfen versehen ist, der, mit einem Fluor-Harz laminiert (teflon isiert) 
ist. 

Der hier verwendete Ausdruck "Photophorese" bezeichnet extrakorporale Phototherapie, bei der dem 
Patienten Blut entnommen wird, das in Leukozyten- und Leukozyten-arme Fraktionen aufgetrennt wird. Die 
so Erythrozyten (Leukozyten-arme Fraktion) werden sogleich in den Patienten zuruckgefuhrt und die 
Leukozyten-reiche Fraktion wird der UV-Strahlung ausgesetzt und dann in den Patienten zuruckgeleitet. 
Ultravioiett-A bezeichnet Licht des Ultraviolett-A-Spektrums von S^OO-^OOO Angstrom. Leukozyten -re ich 
bezeichnet die Leukozyten-reiche Fraktion aus Blut, aus dem die Erythrozyten und Bestandteile die nicht 
Leukozyten sind, entfernt worden sind. 

Der Ausdruck "Leukozyten-mediierte Krankheiten" bezeichnet Krankheiten oder Zustande, bei denen 
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di Manipulation der Leukozytenfunktion mit Psoralen und Phototherapie zu einer Behebung der Krankheit 
Oder der Zustande fuhrt, beispielsweise kutanes T-Zell-Lymphom (CTCL), chronisch lymphozytische Leuka- 
mie (CLL), Skleroderma, systemischer Lupus Erythematosus (SLE), Psoriasis, Pemphigus psoriatische 
Arthritis, atopische Dermatitis, adulte T-Zell-Leukamie (ATL), AIDS (ARC), rheumatoide Arthritis, Multiple 

5 Sklerose (MS), Abstossungsreaktionen bei Herztransplantaten und bei Organtransplantaten wie Niere, Leber, 
etc. Mit Patienten sind menschliche Patienten gemeint. 

Das erfindungsgemasse Reagens enthalt das gewunschte Psoralen, gelost in Alkohol, Propylenglykol 
und Wasser. Psoraleniosungen im pH-Bereich von 2-6 sind bevorzugt, da Psoralene, insbesondere 8-MOP, 
in basischer Losung zu Instability zu neigen scheinen. Jedoch konnen Psoraleniosungen bei pH-Werten 

to ausserhalb dieses pH-Bereichs ebenfalls anwendbar sein. Die Losungen konnen mit Puffern, wie Acetaten, 
Lactaten, Phosphaten, Benzoaten, Malaten, Citraten und anderen geeigneten Puffersystemen gepuffert sein, 
die das pH im gewunschten Bereich halten. Acetatpuffer sind bevorzugt. Die Psoralenlosung wird schliess- 
lich mit geeigneten Sauren und/oder Basen auf das pH eingestellt. Die Losung wird filtriert, urn Sterilitat 
sicherzustellen. Da die erfindungsgemasen Psoralenformulierungen sehr niedrige Psoralen-konzentrationen 

t5 enthalten, ist es entscheidend, dass der Gummistopfen, der das Glasflaschen fur das Reagens verschliesst, 
so behandelt wird, dass eine Absorption des Psoralens auf oder in den Stopfen Oder ein Herauslosen von 
Komponenten aus dem Stopfen in die Losung vermieden wird. Empfehlenswert sind Gummistopfen mit 
einem undurchlassigen Filmuberzug. Bevorzugt sind Butylgummistopfen, die mit einem Fluorharz (Teflon) 
uberzogen sind. 

20 Das erfindungsgemasse sterile Psoralen-Reagens kann auch in lyophilisierter Form vorliegen. Die 
Lyophilisierung ist ein ausgezeichnetes Mittel, eine sterile Dosierungsform zu erhalten, die uber lange 
Zeitraume aufbewahrt werden kann. Nach Rekonstitution mit einem geeigneten Losungsmittel ist die 
Psoralenlosung dann gebrauchsfertig. In den erfindungsgemassen lyophilisierten Formulierungen sind 
Stoffe anwesend, die als Stutzgitter bezeichnet werden, bekannt fur solche Zwecke sind Mannit, Natrium- 

25 chlorid oder Dextrose. Die Losungen werden mit akzeptablen Sauren oder Basen auf das gewunschte pH 
eingestellt, danach mit Wasser aufgefullt, sterilfiitriert, in Glasflaschchen abgefullt, in ublicher Weise 
lyophilisiert, verschlossen und versiegelt. 

Die Psoralenkonzentration in der erfindungsgemassen Losung kann nach Wunsch variiert werden. Bei 
der extrakorporalen Verabreichung von Psoralen sind jedoch nur sehr geringe Mengen erforderlich, urn die 

30 bevorzugten Blutkonzentrationen zu erreichen, die im Bereich von 25-500 Nanogramm/ml, insbesondere 50- 
100 Nanogramm/ml liegen. Die erfindungsgemassen Losungen enthalten somit etwa 10 ug/m) bis 1 mg/ml 
Psoralen, vorzugsweise 20 jig/ml. 

Bevorzugte Psoralenreagenzien enthalten etwa 0,005-0,05 mg/ml 8-MOP, etwa 0,1-15% Aethanol und 
etwa 25-400 mg/ml Propylenglykol. 

35 Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Psoralenreagenzien, die eine sterile wassrige Psoralenlo- 
sung in einem Behalter enthalten. Behalter, aus denen Einheitsdosen von Psoralenen verabreicht werden, 
konnen Spritzen, Ampullen oder Glasflaschchen sein, insbesondere Glasflaschchen mit einer Lichtschutz- 
farbung, beispielsweise gelbgefarbte Glasflaschchen, die mit teflonisierten Stopfen verschlossen sind. Urn 
die fur die Phototherapie erwunschten Blutspiegel an Psoralen zu erreichen, enthalt ein Glasflaschchen 

40 etwa 10 ml einer Losung, die 20 u.g/ml Psoralen, insbesondere 8-MOP, enthalt. 

8-MOP ist das bevorzugte Psoralen fur das erfindungsgemasse Reagens, obwohl andere Psoralenderi- 
vate ebenfalls anwendbar sind. 8-MOP kann von naturlichen Quellen, narniich der Frucht der Ammi Majus 
Linn Pflanze erhalten werden. Siehe beispielsweise Fahmy et al., "Ammi Majus Linn. Pharmacognostical 
Study and Isolation of Crystalline Constituent, Ammoidia", Quant. J. Pharm. and Pharmacol., 20:281 (1948). 

45 Weiterhin sind synthetische Verfahren fur Psoralene im US Patent Nr. 4,130,568 beschrieben. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung besteht Phototherapie darin, dass den zu behan- 
delnden Patienten Blut entnommen wird, dem extrakorporal eine wirksame Menge des erfindungsgemassen 
Reagenzes zugesetzt wird. Im allgemeinen bewirken ein oder mehrere Flaschchen mit 10 ml Losung mit 20 
ug/ml oder 50 ml einer Losung mit 20 ug/ml die notige Blutkonzentration zur wirksamen Phototherapie. Die 

50 erfindungsgemasse Reagenzlosung kann dem Blut des Patienten sogleich nach der Entnahme zugesetzt 
werden, vor der Trennung des Blutes in Leukozyten-reiche und Leukozy ten-arm e Fraktionen, oder die 
Komposition kann der Leukozyten-reichen Fraktion unmittelbar vor der Bestrahlung zugesetzt werden. 
Vorzugsweise wird das Psoralen unmittelbar nach der Blutentnahme zugesetzt, damit mehr Zeit zur 
Verteiiung des Psoralens im Blut zur Verfugung steht. 

55 Die Leukozyten-reiche Fraktion des Blutes, das Psoralen enthalt, wird dann mit UV-Strahlung im 

Wellenlangenbereich von etwa 2 , 000-4 , 000 A, vorzugsweise S^OO-^OOO A bestrahlt. Eine wirksame 
Psoralenmenge ist diejenige, die die Nukleinsauren aus Lymphozyten bindet und nach der Bestrahlung in 
die zellulare DNA interkaliert. Vor der UV-Bestrahlung, Oder Aktivierung, haben Psoralene generell wenig 
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Oder gar keinen Effekt auf die Chemie der Zelle. Nach der Bestrahiung bildet das extrakorporal verabreichte 
Psoralen Komplexe mit der zellularen Nukleinsaure und inaktiviert diese. wobei eine Hemmung der 
metabolischen Funktion der Zelle resultiert. Zelltod tritt infolge Unfahigkeit zur Teilung ein. Die Zellen mit 
der intensivsten metabolischen Aktivitat sind am empfanglichsten fur eine Ausschaltung durch Psoralen- 
Photophorese. 

In den US Patenten Nrs. 4,321,919, 4,612,007, 4,683,889, 4,613,322 und 4,684,521 sind Phototherapie- 
verfahren angegeben, in denen die erfindungsgemasse Reagenzkomposition verwendet werden kann. 

Phototherapie in Verbindung mit Psoralenen ist bekanntlich zur Behebung eines breiten Bereichs von 
Leukozytenmediierten Krankheitsbildern wirksam, vgl. New England Journal of Medicine, 316;297 (1987) 
und Scientific American, August 1988, S. 68. Beispielsweise kann CTCL, ein Lymphozyten-mediierter 
Krankheitszustand, der sich in Hautschaden manifestiert, wirksam mit 8-MOP/UV-A-Photophoresetherapie 
behandelt werden. Das erfindungsgemasse Psoralen-Reagens (vorzugsweise 8-MOP) kann dem Patienten- 
blut unmittelbar nach der Abnahme und vor der Trennung des Blutes in Leukozytenreiche und Leukozyten- 
arme Fraktionen zugesetzt werden. Dadurch steht mehr Zeit zur Verfugung, dass sich das 8-MOP unter den 
Blutbestandteilen verteilt. Das Blut wird dann in Leukozyten-reiche oder Leukozyten-arme Fraktionen 
aufgetrennt und die Leukozyten-reiche Fraktion wird durch UV-A-Bestrahlung photoaktiviert. Diese Photoak- 
tivierung bewirkt, dass Zellen, die 8-MOP absorbiert haben, Vernetzungen zwischen den Stickstoffbasen 
benachbarter Strange der DNA-Helix ausbilden. Diese Vernetzung vermindert die Replikation abnormater 
Lymphozyten-Populationen. Blutbestandteile ohne Zellkerne, wie rote Blutzellen, enthalten keine DNA und 
werden daher nicht beeinflusst Die der Bestrahiung ausgesetzte Blutfraktion, die die Lymphozyten enthalt, 
die durch photoaktiviertes Quervernetzen neutralisiert sind, werden in den Patienten zuruckgeleitet. Tierstu- 
dien deuten darauf hin, dass die Ruckfuhrung dieser vernetzten Zellen eine Immunantwort stimuiiert und 
das Wachstum spezifischer Lymphozyten unter Populationen wesentlich vermindert. Die Haufigkeit der 
Behandlung kann von den Bedurfnissen des Patienten in grosserem Masse abhangen. In einigen Fallen 
kann eine Therapie dreimal wochentlich notwendig sein, wogegen in anderen Fallen zwei Therapien alle 5 
Wochen ausreichen konnen. In einem typischen Behandlungsschema erhielten Patienten Photophoresebe- 
handlungen jede 5. Woche an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. 

Andere Leukozyten-mediierte Zustande, die auf Photophorese mit dem erfindungsgmeassen Reagens 
ansprechen, sind CLL, Scleroderma, SLE, Psoriasis, Pemphigus, psoriatische Arthritis, atopische Dermati- 
tits, ATL, AIDS (ARC), rheumatoide Arthritis, MS, Abstossung von Herztransplantaten Oder Organtransplan- 
taten, wie Niere und Leber. In diesen Fallen wird das erfindungsgemasse Reagens im Patientenblut 
extrakorporal verabreicht. Im allgemeinen ist es erforderlich, dass die Blutpsoralenkonzentration 50-100 
Nanogramm/ml betragt, urn eine wirksame Behandlung zu gewahrleisten. Weitere Bereiche wie 25-500 
Nanogramm/ml sind jedoch akzeptabel. 

Die nachstehenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter. 



Beispiel 1 



Hersteliung einer 8-MOP-L6sung mit 20 
jLig/ml 


Bestandteile 


pro ml 


8-MOP 
Aethanol, rein 
Propylenglyko! 

Wasser fur Injektionszwecke q.s. 


0,02 mg 
0,05 ml 
50,00 mg 
1 ,00 ml 



Das 8-MOP wird in Alkohol gelost, worauf das Propylenglykol zugegeben wird. Danach wird das 
Wasser zugesetzt und bis zur Homogenitat gemischt. Die Losung wird durch ein Bakterienfilter steril filtriert, 
die sterile Losung in Glasflaschchen abgefullt, verschlossen und sterilisiert. 



Beispiel 2 
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Herstellung von Acetat-gepufferten 8-MOP-Losungen mit 20 ug/ml 

Diese Losungen wurden mit Puffern im pH-Bereich 3,5-5,5 hergestellt, da sich im Labor gezeigt hatte, 
dass 8-MOP in sauren Losungen stabiler ist. Insbesondere wurden Losungen vom pH 3,5, 4,5. 5,0 und 5.5 
hergestellt 



w 



75 



20 



Formulierung 


Inhaitsstoffe 


per ml 


8-MOP 


0,02 mg 


Aethanol, rein 


0,05 ml 


Propylenglykol 


50,00 mg 


Essigsaure 


0,0012 ml 


NatriumhydroxidlSsung, 10% GewJVol.* 


q.s. pH 


Natriumacetat" 


q.s. pH 


Wasser fGr Injektionszwecke q.s. 


1 ,00 ml 



* Natriumhydroxidlosung zur Einstellung von pH 5,0 Oder 5,5. 
** Natriumacetat zur Einstellung auf pH 3,5 oder 4,5. 
N.B. Natriumhydroxid und Natriumacetat werden nicht 
gleichzeitig in derselben Formulierung verwendet. 



25 



30 



35 



40 



Herstellungsverfahren 

1. 8-MOP wird in Alkohol gelost. 

2. Propylenglykol wird zugemischt 

3. Die Losung wird mit Wasser fur Injektionszwecke auf etwa 95% des gewunschten Endvolumens 
gebracht. 

4. Essigsaure wird zugemischt. 

5. Natriumacetat oder Natriumhydroxidlosung wird bis zum gewunschten pH zugesetzt. 

6. Die Losung wird mit Wasser fur Injektionszwecke auf das gewiinschte Endvolumen gebracht. 

7. Die Losung wird durch ein Bakterienfilter in ein steriles Glasflaschchen filtriert. 

8. Das Glasflaschchen wird aseptisch gefullt, verschlossen und schliesslich sterilisiert. 

Bejspiel 3 



45 



50 



Herstellung von 8-MOP 200 ug/Flaschchen als lyophilisiertes Pulver 

Bei dieser Formulierung wurde als Stutzgitter Mannit verwendet, obgleich andere Substanzen, die fur 
Lyophilisierungszwecke bekannt sind, wie Natriumchlorid und Dextrose, ebenfalis verwendet werden kon- 
nen. Das lyophilisierte Pulver kann mit 10 ml eines Losungsmitteis aus Wasser, Aethanol und Propylengly- 
kol in eine Losung mit einer Konzentration von 20 u.g/ml umgewandelt werden. 
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Formulierung 


Inhaltsstoffe 


pro 5 ml 
hergestellte 
Losung 


im Lyophilisat pro 
Flaschchen 


8-MOP 
Mannit 
Essigsaure 

Natriumhydroxidlosung; 10% (GewWoI.) q.s. 
Wasser fur Injektionszwecke q.s. 


0,20 mg 
50,00 mg 
0,012 ml 
pH 3,5 
5,00 ml 


0,20 mg 
50,00 mg 
Spuren 
Spuren 



* praktisch vollstandig verfliichtigt wahrend der Lyophilisierung. 



Herstellungsverfahren 

1. 90-95% des Wassers fur Injektionszwecke werden etwa auf 95° C erwarmt 

2. 8-MOP wird unter Ruhren gelost. 

3. Die Losung wird auf Raumtemperatur gekuhlt 

4. Mannit wird zugegeben und gelost 

5. Essigsaure wird zugemischt 

6. Natriumhydroxidlosung wird bis zu einem pH 3,5 " zugesetzt. 

7. Wasser fur Injektionszwecke wird bis zum Endvolumen zugesetzt 

8. Die Losung wird durch ein Bakterienfilter in einen sterilen Behalter filtriert 

9. Der Behalter wird aseptisch gefullt, mit Lyophilisierungsstopfen partiell verschlossen und lyophili- 

siert. 

1 0. Stopfen und Flaschchen werden versiegelt 



Anspruche 

1. Psoralen-Reagenz, enthaltend eine sterile, wassrige Losung einer kleinen wirksamen Menge an 
Psoralen, die zur Erreichung therapeutischer Blutspiegel ausreicht, Aethylalkohol und Propylenglykol. 

2. Reagenz gemass Anspruch 1 , worin das Psoralen 8-Methoxypsoraien (8-MOP) ist 

3. Reagenz gemass Anspruch 2, enthaltend etwa 0,005-0,05 mg/ml 8-MOP, etwa 0,1-15% Aethanol und 
etwa 25-400 mg/ml Propylenglykol. 

4. Reagenz gemass Anspruch 1-3, enthaltend ein Puffersystem zur Aufrechterhaltung eines pH 2-6. 

5. Reagenz gemass Anspruch 4, in dem das pH 3,5-5,5 ist. 

6. Reagenz gemass Anspruch 1-5 in einem gefarbten Glasflaschchen, das mit einem Fluor-Harz- 
laminierten (teflonisierten) Gummistopfen verschlossen ist. 

7. Reagenz gemass Anspruch 1-5 in einem gefarbten Glasflaschchen, das mit einem Fluor-Harz- 
laminierten (teflonisierten) Butylgummistopfen verschlossen ist. 

8. Reagenz gemass den Anspruchen *1 -5 zur Anwendung bei der extrakorporalen Behandlung von Blut 
bei UV-A-Photophorese. 

9. Reagenz gemass den Anspruchen 1-5 zur Anwendung bei der extrakorporalen Behandlung von Blut 
bei UV-A-Photophorese zwecks Bekampfung Leukozyten-mediierten Krankheiten. 

10. Reagenz gemass den Anspruchen 1-5 zur Anwendung gemass Anspruch 9, wobei die Leukozyten- 
mediierte Krankheit kutanes T-Zeli-Lymphom (CTCL), chronisch lymphozytische Leukamie (CLL), Sklero- 
derma, systemischer Lupus Erythematosus (SLE), Psoriasis, Pemphigus, psoriatische Arthritis, atopische 
Dermatitis, adulte T-Zell- Leukamie (ATL), AIDS (ARC), rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose (MS) Oder 
Abstossungsreaktionen bei Herztransplantaten und bei Organtransplantaten sind. 



* Dieses pH wurde beim vorliegenden Experiment eingestellt, jedoch konnen andere 
saure pH-Werte ebenfalls eingestellt werden. 
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